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© Compost marque par I'acAtylchonnesterase d'electrophorus electricus, son procede de preparation et son utlfisation 

comme marqueur dans des dosages enzymo-immunologiques. 
@ Compost merqu^ par rac6tylcbolinesterase d'Electro- 
phorus Electricus, son proc6d6 de preparation et son utilise* 
tion en anzymo-immunologie. 

Ce compost est constitue par ur»e molecule ctioisie 
parmi les antig^nes, ies haptenes et les amicorps. Ii6e par 
une liaison de covalence a une enzyme qui est I'ac^tylchoiin- 
est6rase d'Electrophorus Electricus. 

La mol6cule est par exemple la substance P ou une 
prosiaglandine. et te compost peut 6tre utilise pour le 
dosage enzymoimmunologique de ces molecules. 
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Cowpos^ marou4 par I 'acetylcholinesterase d'Elect rophorus 
Electricus^ son proc^de de preparation et son utilisation 
comroe marqueur dans des dosages enzymo-immunologiques 
La presente invention a pour objet un com- 
5 pose marque par une enzyme^ son procede de prepara- 
tion et son utilisation comme marqueur dans des dosa- 
ges enzymoimmunoLogiques^ sous la forme par exemple 
d'antigfene marque^ d'haptene marqu6 ou d'anticorps 
marque. 

10 On salt qu'un antigfene peut induire chez un 

vertebre superieur la production d*anticorps sped- 
fiques capables de former avec I'antigene un coraplexe 
reversible k haute energie de liaison. Les haptenes 
sont des substances de bas poids moUculaire qui ne 
15 provoque'nt pas la formation d'antlcorps lorsqu'on les 
injecte * un animal, reals qui reaglssent avec les 
anticorps. Ces anticorps diriges contre les haptenes 
peuvent etre produits Lorsqu ' on i n j e c t e k un animal 
ou h I'homme, un compose conjugue par exemple de 
20 L'haptene et d'une proteine. 

Les reactions ant 1 gene-ant 1 corps ou hapte- 
ne-antlcorps peuvent etre utilisees pour mesurer les 
concentrations en haptenes, en antigenes ou en anti- 
corps d'un milieu donne, en utilisant des techniques 
25 immunoanalytiques teLles que les techniques enzymo- 
immunologiques. Dans ce dernier cas, la reaction met 
en jeu un anticorps, un antigene ou un haptene et une 
molecule marquee par une enzyme qui peut gtre soit 
I'antigene, soit I'anticorps, soit I'haptene. 
30 Selon la nature de la moiecuLe qui est mar- 

quee par I'enzyme, on distingue deux types de dosage 
immunologique. Lorsque la molecule marquee est I'an- 
tigene ou I " hapt ene, on parlera de "dosage par compe- 
tition" ou de "dosage en quant i t e I i mi t ee de reac- 
35 tif". Dans ce cas, Le principe du dosage repose sur 
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la comp^tifion entre I'antigine ou I'haptine raarqu*^ 
d'une part, et I'antlgfene ou I'haptine, d'eutre part, 
vis-6-vis d'un nombre limit* de sites anticorps, Oe 
ce fait, pour le dosage immunologique, il taut *ta- 
5 blir une courbe d'italonnage en faisant r*agir des 
qu8ntit*s constantes d'antieorps et de moUcules mar- 
quees d'antigfene ou d'haptfene en quantitfes limitan- 
tes, avec des quantit^s variables d'antigfene ou 
d'haptfene. Apr6s itabUssement de l'6quilibre anti- 
10 gine-anticorps, on applique au melange, une m*thode 
de f ractionnement permettant de siparer le complexe 
«arqu« de I'antigfene ou de I'haptine qui reste libre 
en solution et par mesure de I'activit* enzymatique 
de la fraction li4e Ccomplexe) ou de la fraction li- 
15 bre (antig^ne ou haptfene marqu*), on peut determiner 
I'activit* qui correspond aux diff^rentes concentra- 
tions en antigfene ou en. haptene et #tabLir la courbe 
d'etalonnage. Une fois cette courbe 6tablie, on peut 
determiner la concentration en antigfene ou en haptfene 
20 d'un echantillon en appliquant le n§me processus et 
en se reportant h la courbe d'etalonnage pour obtenir 
la concentration en haptfene ou en antig&ne qui cor- 
respond h I'activite enzymatique trouvee Lors du do- 
sage. 

25 Lorsque la molecule marquee est L'anti- 

corps,on parlera de methodes "Immunonetriques" ou de 
dosage "en exc^s de rSactif". Parmi ces methodes on 
peut distinguer plusieurs variantes, les trois prin- 
cipales sont presentees ci-dessous. 
30 I. Dosage immunometrique "classique" 

Ce type de dosage est connu sous le nom de 
dosage Immunoradiometrique (IRMA) quand il met en jeu 
un anticorps marque re d i oact i vement . 
Preroi Ire^etage : 
35 ~~ Reaction de I'antigfene avec un exces d'an- 

tieorps i ode 

Ag ♦ Ac ^ » AgAc^Ac* 
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Adsorption de I'exc^s d'anticorps par un 
antig^ne immobiMs^ sur phase soMde ( e x c6 s d • ant i 
ne) 



10 




separation des deux phases et comptage du 

^^5 surnageant. 

II, Dosage immunom#t rioue h d eux sites (m^thode 

sandwi ch) 

Reaction de I'antigene avec un premier an- 
ticprps adsorb^ sur phase soLide (exc^s d'anticorps> 



20 



25 



/ 

/—Ac 

A 



Ac 



Ajout d'un anticorps marque re conna i ssant 
un autre site de I'antigene (anticorps en exc^s) 



30 



^ — AcAg + Ac 



> ^ A^AqA^T^ 

^:_Ac 



35 Troi si|2!e_|taB£ • 

._. Elimination de I'exc^s d'anticorps inarqu4 

par Lavage et comptage de la phase solide. 
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111, Dosage d'anticorps sp^ciflque falsant interve -' 
ni r un antig^ne immobiHsfe 

Ce type de dosage ainsi que le dosage Immu*- 
nom^t rique i deux sites sont connus sous le nom de 
5 m^thode ELISA (Enzymo-Linked-Immuno-Sorbent-Assay) 
quand ils nettent en jeu un traceur enz/matique : 

Reaction de L'anticorps sp^cifique avec 
I'antigfene iiufnobiUs^ (exc^s d'antig^ne). 
^0 4 



Ac,., 



15 Reaction du double anticorps marqu^ (ou de 

la prot^ine A marquee) avec I'anticorps fix4 sur la 
phase solide. 




20 




Irsisilme^etaBe : 

EMininatTon de I'exces de double anticorps 
25 «arqu# par lavage et comptage de la phase sollde. 
Ag : antig^ne 

Ac^^ : premier anticorps sp^cifique de L'antigfene 

Ac^ : Premier anticorps non sp^cifique de l*an- 

1ns 

t i gene 

30 ACj s deuxieme anticorps marque. 

Elles ont toutes en commun Les caracteris- 
tiques suivantes : 

- I'anticorps est marqu6 soit directement^ soit par 
I • intermediai re d'une autre molecule mapqu^e avec 
35 laquelle il peut entrer en reaction. Ces rSactifs 

spicifiques de I'anticorps peuvent etre des "se- 
conds anticorps" ou la prot6ine A de "staphi lococus 
aureus". 
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- I'un des participants h la reaction qui peut Stre 
soit L'anticorps, solt I'antigfene ou l*hdptine est 
Immobilis^ sur une phase solide de facon k s^parer 
I'anticorps qui a r4agi de ceLui qui est rest^ 
Libre en solution (voir dosages I, II et III), 

- L'un ou pLusieurs des participants d. La reaction 
qui peut Stre soit L*anticorps, solt L'antig&ne ou 
L'hapt^ne est en Large excis par rapport h un ou 
plusieurs autres participants. C'^st pour cette 
raison que ces m^thodes sont appel4es ni4tho.des "en 
exces de r^actif". 

En plus de la classification que nous ve- 
nons d'envisager, oh distingue parmi Les dosages 
enzymo-i mmunologiques, deux types de do.sages qui sont 
les dosages "homog#nes" et Les dosages "h6t#rog^nes". 
Un dosage homogene est bas4 sur le fait que L*activi* 
t^ de la molecule marquee est modifi^e Lorsqu*eLLe 
est liee avec I'anticorps ou I'antigene correspon- 
dant. Dans ce cas, I'activit^ enzymatique du melange 
r^actionnel est directement relive a La proportion de 
molecules marquees impliquees dans La formation du 
complexe ant i gfene-anti corps. De ce fait, il n*est pas 
n^cessaire d*effectuer une separation et la mesure de 
L'activite enzymatique peut avoir Lieu directement 
dans Le milieu r^actionnel. 

En revanche, dans un dosage enzy moi mmuno- 
Logique "h^t 4rog#ne", il est n^cessaire d'avoir re- 
cours a un procede de separation, car dans ce cas, 
L*activite enzymatique de la molecule marquee par 
L'enzyme qui a participe a La formation du complexe, 
n'est pas modifiee. Dans ce cas, on doit s^parer Le 
complexe ant igene-anti corps du milieu r^actionnel 
pour effectuer la mesure de I'activite enzymatique du 
complexe, ou de L*antigene (ou anticorps) libre. 
C'est h cette categorie qu " appa rt i ennent la plupart 
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des dosages enzymo-immunologiques d4velopp*s k ce 
jour. 

Dans tous ces dosages, I'enzyme utiUs6e 
joue un r6le trfes important car elle conditionne les 
performances du dosage, et on recherche des enzymes 
capabLes de r^pondre aux imp4ratifs suivants : 

1) - Disponibllit* de I'enzyme h l'4tat pur en quan- 

tity iniportante, afin que L'on puisse r4aUser 
dans de bonnes conditions La fabrication des mo- 
lecules marquees d ■ ant i g§ne, d Vhapt ^ne ou d'an- 
ticorps. 

2) - Possibilite de d^tecter l"enzyme avec une grande 

sensibility afin -que I'on puisse mesurer de trfes 
faibles quantit^s de complexe ant i gfene-anti- 
corps et done de trfes faibles quantitfes d'anti- 
g*ne ^ d^haptfene ou d'anticorps dans les fechan- 
tillons. Cette sensibility de detection depend 
bien entendu de la constants catalytique de 
I'enzyme, roais aussi de la sensibility avec la- 
quelle peuvent etre roesures les produits de la 
ryaction enzymatique. 

3) - Dosage enzymatique aussi simple que possible d 

rfealiser. 

A) - Prysence dans I'enzyme de groupements ryactifs 
capables de ryagir avec des antig^nes, des hap- 
tfenes ou des anticorps pour former la molecule 
marquye, 

5) - Stability de I'enzyme dans les conditions de 

conservation standard. 

6) - Activity enzymatique de I'enzyme non identique h 

celle du milieu de dosage et ne prysentant pas 
de facteurs interferant avec le dosage. 

7) - Autolyse du substrat enzymatique aussi faible 

que possible, 

A la suite de diffyrentes recherches, on a 
trouvy que I • ace ty Lchol i nest y rase d' Elect rophorus 
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Electrlcus constituait une enzyme pr4sentant ces ca- 
ract^ri stiques optimales pour gtre utilises dans un 
dosage i mmunoenzymatique et La pr^sente invention a 
pr^cis^ment pour objet ['utilisation de cette enzyme 
pour preparer des composes qui peuvent etre utilises 
comme molecules marquees dans un dosage Immunoenzy^ 
matique. 

Le compost seLon LMnvention est constitu^ 
par une molecule choisie parmi les anticorps^ les an- 
tig^nes et les haptenes^ liee par une liaison de co- 
valence ou une liaison reversible a une enzyme et il 
se caract^rise en ce que l*enzyme est constitute par 
l"ac6tylcholinest4rase d'ELectrophorus Electric us. 

Grace S I • ut i I i sa t i on de cette enzyme, on 
15 peut rtaliser des dosages enzymoimmunologiques dans 
de bonnes conditions. 

En effet, I ' ac4t y I cho I i nesterase 

<E.C,3.1 .1 .7) fait partie d'un groupe d'enzymes qui 
hydrolysent rapidement les esters de La choline et 
20 etle se caracterise par le fait que L ' a c e t y L cho L i ne 
est son fneilLeur substrat. Elle est tres repandue 
dans.de nombreux tissus animaux et dans Le systeme 
herveux central et peripherique des vert4br§s- On la 
trouve en concentration part i culitrement importante 
25 dans les organes tlectriques de certains poissons 
comme E lect rophorus Electricus (Gymnote) et Torpido 
Marraorata (Torpille). Dans les organes electriques 
d'ELectrophorus Electricus, L'acetylcholinestersse 
est 100 fois plus concentree que dans le cerveau des 
30 oiseaux ou des mamroiferes. L'enzyme contenue dans ces 
organes #Lectriques d'ELectrophorus Electricus est 
rapidement et simplement purifiee en une seule #tape 
par chromatographi e d'affinitt. Sa purification est 
beaucoup plus facile S realiser que celLe des ac4- 
35 ty I cho I i nest erases de Torpilles, d'oiseaux ou de mam- 
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mlf^res qui possident toutes, au moins en partie, des 
caract^ristiques hydrophobes et dont La stability est 
molndre. 

L'ac4tyichoUnest*rase d' E lec t rophorus 

Electricus poss6de de plus une constante catalytique 
tres ilevie^ et elLe peut gtre d*tect6e par dosage 
coLoror1m6trique jusqu'S des concentrations de for- 
dre de 10*^^ M. Cette sensibiLit* de detection est 
nettement sup^rieure k celle qu'on peut observer avec 
Les principales enzymes utilis^es en enzyino-lmmuno- 
logie h savolr : la Peroxydase de Raifort 
(E.CpI .11 .1 -7)^ la p galactosidase d'Escherichia 
Coli (E.C.3.2.1 .23) et la phosphatase alcaUne d*in- 
testin de veau (E. C.3.1 .3.1 ) . 

Par ailleurs, elle poss&de des groupements 
r^actifs^ en particulier des groupes lysyle, tyrosy- 
Le, histidyle^ tryptophany le et glutainyle qui peuvent 
r^aglr avec certains groupements r^actifs des antigfe- 
nes, des haptenes ou des anticorps pour former des 
composes marques utilisables en enzyrooi mmunologi e. 
Enfin, cette enzyme est trfes stable § -20*C ou a 
•173*C pour peu qu'elle soit conserv^e dans un milieu 
ad^quat • 

Par consequent, I • ut i I i sa t i on comme raar- 
queur enzymatique de I • a c6t y I cho I i nest § r ase d'Elec- 
trophorus Electricus presente de nombreux avantages 
aussi bien par rapport aux autres acetylcholineste- 
rases que par rapport aux autres enzymes couramment 
utilis§es dans Le domaine de I ' enzymo-i mmunologie. 

Selon I'invention, I » a c et y L cho I i nest era se 
d'Electrophorus Electricus (EC3.1,1.7) est obtenu a 
partir des organes electriques d ' E lect rophorus Elec- 
tricus et purifie par ch roroat og raph i e d'affinite. On 
peut utiliser en particulier la m^thode d^crite par 
Bon et Coll. dans Eur. J. BiocheroicaL 68, p. 531-539 
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(1976) qui permet d'obtenir environ 30 fflg d'enzyme 
pure en quelques jours i partir d'un kilogramme d'or*- 
gane ^lectrlque d*Elect rophorus ELectricus. 

On salt que I * acetylcholinesterase existe 
sous plusleurs formes moieculaires nommees A^^^ 
A,, G,, et comme cela est d^crit par Bon et 

coll. dans Ann. Rev. Neuroscl. 1982> 5, p. 57-106. 
Dans les organes eiectriques d'ELectrophorus Elec- 
trlcus^ ce sont les formes A^2^ Ag et G^ qui pr^doml- 
nent et quand I'enzyroe pure est stock^e, 11 peut se 
former spontan^ment des agr^gats covalents entre les 
formes A^^ A^; 

Selon IMnvention, le compose peut etre 
forme S partir des formes moieculaires naturelles 
telles que A^^^ A^ et G^, mais aussi d partir des 
formes moieculaires obtenues par degradation de ces 
dernieres, h savoir A^^ 62 ou mime k partir 

d'agregats covalents entre les formes asymet r 1 ques • 

Selon I'lnvention, la molecule constltuee 
p^ar un antlgene ou un haptdne peut etre choisie parmi 
les medicaments tels que les ana I ge s i ques , les anti- 
biotiques, les anticonvulsants, les agents antidia- 
betiques,^ les agents ant i hype rt ens i ons, les agents 
ant Ineop last 1 ques, les barbiturates, les depresseurs 
cardiaques, les glycosides cardiaques, les halluci- 
nogenes, les insecticides, les agents relaxants des 
muscles, les steroSdes, les stimulants, les alcaloi- 
des du tabac et les t ranqui 1 1 1 sants. Cette molecule 
peut aussi etre constituee par une proteine du plasma 
ou une hormone, par exemple un polypeptide^ un ste- 
roide ou d'autres molecules plus petites. 

A titre d'exemple, les antigenes peuvent 
§tre des proteines du serum telles que les IgG, IgE, 
I'haptoglobine, I • a I pha-2-H-g lobu I i ne, I 'alpha- FP, 
le CEA et le PAM ; les hormones peuvent etre HCG, 



B-797 1 .3 — MDT 




0139552 

10 

HPL, TSH, IMnsullne^ les oestrogftnes^ la progestero- 
ne^ le Cortisol et la thyroxine ; et les m^dl cament s 
peuvent Stre des barbiturates^ des opiates, la metha- 
done, des amphetamines. La digoxine et la gentamycl- 
5 ne. 

La molecule peut encore etre constituee par 
des antlcorps de certains pathog^nes tels que Echino- 
coccosis granulosus, Trichlnella Spiralis, Toxoplas- 
ma gondii, Treponema pallidum, les Salmonella 0 anti- 

10 g^nes, Escherichia Coli, Rubella virus, Trypanosoma 
brucci, Trypanosoma cruzi. Schistosoma mansoni. 
Schistosoma haematobium, Plasmodium berghei, Plasmo- 
dium knowlesi et Vibrio cholerae* Elle peut en parti- 
culier etre constituee par un antlcorps monoclonal. 

15 A titre d'exemple, nous citerons quelques 

resultats obtenus avec les molecules suivantes : 
substance P, prostoglandines, thromboxane, leuko-- 
triene. Triiodothyronine (T3), antlcorps anti-IgE 
humaine. 

20 Selon IMnvention, pour Her par une liai- 

son de covalence I • acet y I cho I i nes t era se d'Electro- 
phorus Electricus h la molecule choisie parmi les 
antigenes, les haptdnes et les antlcorps, on fait 
reagir I'un des groupements reactifs portes par I'en- 

25 zyme tel que les groupes lysyle, tyrosyle, histidyle,. 
t ryptophany le ou glutamyle avec un groupement reactif 
porte par L'antigene, L^haptfrne ou I'anticorps, par 
exempLe avec une fonction aclde, une fonction amine, 
une fonction phenol, une fonction hydroxyle ou une 

30 fonction cetone. Ceci peut etre effectue en particu- 
lier par des reactions de couplage couramment utili- 
sees, au moyen de reactifs tels que les carbodiimi- 
des, le glutara Idehyde, la benzidine, les anhydrides 
mixtes, les esters actifs de I'haptene et I'acide pa- 

35 raaminopheny lacet Ique. 
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SeLon LMnventlon^ la Liaison entre I'an- 
tigfcne, I'haptine ou I'ontlcorps peut aussi (ftre ob- 
tenue par L • i nt erm^dl el re d*une liaison non covalente 
r^serslble comme celle qui met en Jeu I*av1d1ne et la 
biotlne ou un antigine et un antlcorps. 

Alnsl^ le proc6d£ de IMnventlon conslste d 
falre r^agir la molecule cholsle parml les antlg&nes^ 
les hapt^nes et les antlcorps avec I 'acetylcholines- 
terase d* Elect rophorus Electrlcus. 

« . • . ' 

Selon un mode partlculler de realisation de 
ce proc4de, lorsque la molecule est la substance P, 
on prepare tout d*abord un derive de La substance P 
par reaction de celle-c1 avec un .ester actif de 
l*ac1de paraa.mlnopheny lacetlque^ et on fait r^aglr le 
derive ainsi obtenu avec I 'acetylcholinesterase 
d'Electrophorus Electricus. 

Selon un autre mode partlculler de realisa- 
tion du procede de I'invention, lorsque la molecule 
est une prostaglandine, un thromboxane ou la triiodo- 
thyronine, on prepare tout d'abord un ester actif de 
La prostaglandine, et on fait reagir I'ester ainsi 
obtenu avec. I 'acetylcholinesterase d'E lectrophorus 
Electricus. 

' Avantageusement, I'ester actif est obtenu 
par reaction de L'acide Libre de la molecule avec le 
N-hydroxysuccinimide. 

Lorsque la molecule est un leukotriene, on 
prepare d'abord un compose i nt e rmedi a i re en faisant 
reagir la molecule avec le di n i t rof Luorobenzene avant 
de le faire reagir avec I 'acety Lcholinesterase 
d ' E lect rophorus Electricus. 

Lorsque la molecule est un antlcorps, par 
exemple un antlcorps anti-IgE humaine, on fixe 
d'abord de fa?on covalente de la biotine sur I'anti- 
corps et sur L ' acety IchoL inesterase d ' E L e c t rophorus 
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Electrleus i I'alde d*un ester actif de la blotlne. 

La liaison entre L*anticorps et l^enzyme 
est assurie par I'avldlne qui forme un complexe tr^s 
stable avec les molecules de biotlne. 

Les composes de I'inventlon peuvent §tre 
utilises en pertlculier comme marqueurs dans des pro- 
c^d^s de dosage enzymol nmuno loglque pour determiner 
la concentration en antig^ne, en antlcorps ou en hep- 
tane d*un 4chant1llon^ en utillsant solt la technique 
de dosage **hoinog6ne**> soit la technique de dosage 
••h*t6rogftne". 

Lorsqu'on utilise la technique de dosage 
h^t^rogdne, la separation entre La fraction li4e et 
la fraction libre de la molecule marquee par I'enzyme 
est realisee par des m^thodes classiques, par exem* 
ple^ par precipitation k I'aide d'un second anti- 
corps. On peut utiliser aussi des phases solides 
constltuees par un support sur lequel est immobilise 
un antlgine ou un antlcorps. Dans ces dosages, I'ac* 
tivite enzymatique de I'acety Icholinesterase peut 
etre determinee par une methode classique, en parti- 
culier par la methode decrite par Ellman et Coll. 
dans Biochemical Pharmacology 1961, vol. 7, 
p. 88-95^ dont la mise en oeuvre est part 1 culi erement 
simple et qui permet de detecter des concentrations 
d'enzymes de I'ordre de 10 ^^W. 

0"autres caracteri st i ques et avantages de 
L'invention apparaltront mieux h la lecture des exem- 
ples suivants donnes bien entendu a titre illustratif 
et non limitatif en reference au dessin annexe sur 
lequel les figures 1 et 2 representent les courbes 
d*etalonnage de dosages enzymoi romunologiques selon 
IMnvention. 

EXEMPLE 1 : Preparation d'un traceur enzymatique 
pour le dosage i mmunoenzymat 1 que de la 
substance P (SP). 
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Cette lubttanet correspond * la lAqutnee 

d*ac1dcft amines sulvante : ' 
Arg-Pro-Lya-Pro-Gln-Gln-Pht-Phe-Gly-Leu-Met-NHj, 

Pour preparer le compoai covalent entre la 
substance P et I • ac*ty lchoUnest*rase d' Elect ropho- 
rus Electricus^ on procide en deux *tdpes qui consis- 
tent respectlvement 4 pr*paper un dSriv* interm*diai- 
re de la substance P par conjugaison avec I'aclde 
para-aminophiny lacitique (PAPA) et i coupler le dferi- 
V* ainsi obtenu h I'enzyme par I • 1nterm*d1a1 re d'un 
sel de diazonlu.m. 

a) - Preparation du d*riv4 interm^diai re de la subs- 
tance P. 

On prepare tout d'abord un ester actif de 
I'acide para-aminoph^ny lac§t ique (PAPA) avec la 
N-hydroxysucciniroide (NHS) selon le schema 
r^actionnel suivant : 



20 "Z**' 




cH^-c; 



+H0 



PAPA 



OH 
NHS 



0 0^ 

4^ 

0 ESTER ° 



25 



puis on fait r^agir ce d^riv^ avec la substance 
P selon Le schema suivant : 
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0 

0 ^ 

• 0 I 

L>. H-Arg-i^Pro-Lys -Pro-Gin -61 n-Phe-Phe«Gly-Leu-Met-WHg~j 




0 

CHj-C-NH-Arg 



L--Pro-Lys-Pro-G1n*Gln^Phe-Pbe-Gly-Leu-Met-KH2 
*NH 




Pour preparer I'ester actif^ on fait r^agir 
15^1 ing de PAPA^ 11,5 mg de NHS et 20>6 mg de 
di cy c loca rbodi i mi de (DCC) dans 2 ml de dim#- 
thylf ormamide (DMF) pendant 18 h a ZZ^C dans 
I'obscurit^. On ^limine alors le pricipite form^ 
par cent rif ugation, puis on ajoute 20 pi 
(1 pmol) du melange reactionnel ainsi obtenu h 
100 pi de DNF/tampon borate 0,1 H pH 9 CV/V> 
contenant 1 pmoL de substance P (5P) et on Lais- 
se r^agir pendant une heure a 4**C h l'obscurit§. 
On obtient ainsi le d$riv4 interm^diai re. 
b) - Couplage du conjugal SP-PAPA h I'enzyme. 

Cette reaction de couplage correspond au 
schema suivant : 
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On ajoute 50 \sl d*une solution aqueuse de 
NaNO^ h 0,SX h 100 pi de HCl 1 N contenant envi- 
ron 130 pmol de SP-PAPA obtenu pr6c§demment, en 
operant a A*C. Apr^s une minute, on ajoute cette 
solution a 1 ml d'une solution d'enzyme (100 pg) 
dans du tampon carbonate 0,5 M (pH 9). On Laisse 
r^agir pendant 30 minutes S ^A^'C a L*abri de la 
lumiere. On neutralise l*exces de r^actif 
SP-PAPA non couple S I'enzyme par addition de 
100 pi d'histidine (100 pg) dans Le tampon car- 
bonate. 15 minutes apr^s, on filtre Le melange 
r^actionnel a travers une colonne de Sephadex 
(G25) de 2 croxAO cm en utilisant sue c e s s i v ement 
comme 4luant du tampon TRIS 10 ^ du 
MgCL^ 5.10"^ M et du NaCl 1 M (pH 7, A). 



m • 

0189552 

16 

Lt but dt etttt operation tst d*4Um1ner la 
aubstance P non eouplAt k L*enayma« 

On meaurt enauitt I'actlvltf enzymatlque 
daa dlff^rantaa fractions coUect^ea at on 
S terffline alnal le profit d*«lut1on de I*act1v1t6 

enzymat Ique. On r^unlt les fractions^ puis on 
les diatrlbue dans plusleurs tubes i congelation 
at on lea conserve dans l*azote llqulde. On pu* 
rlfle ensulte par filtration sur gel les compo* 
10 sis correspondent aux dlff^rentes formes de 

l*enzyine (agr*gats-f ormes Ag-A^j •t 6^5 en uti- 
llsant le gel AlSm (de Biorad) dans une colonne 
de 90 cm sur 1,5 cm et en 4luant par le tampon 
TRIS pr.6c4deroment utilise. Apris avoir r^alls^ 
15 le profit d'^lution de I"activ1t6 enzymatique, 

on r6unit Les diff^rentes fractions du pic qui 
correspondent k I'^lution des diff^rentes for* 
mes, et on stocke le traceur enzymatique dans 
I'azote liquide jusqu'S son utilisation. 
£XEHPLE 2 : Preparation d'un traceur enzymatique 
pour le dosage i mmunoenzyma t i que de la 

6-keto-P6F- qui est un metabolite de la 
I cx 

prostjacyc line. 
La 6-keto-P6F^ correspond a la formule 

1 Of 

25 suivante : 



3C 




On realise le compose en deux etapes qui 
consistent r e spe c t i vement a former un ester actif de 
35 La 6-keto-P6F^ et a coupler ensuite I'ester actif 

1 Of 

a ve c I • enzyme • 
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a) - Preparation de I'ester actlf. 

On ajoute 10 pi de DMF contenant 5^1 pmol 
de N-hydroxysuccinimide (NHS) et lOpt de DMF 
contenant 5^1 pmol de di cy c loca rbodi 1 mi de (DCC) 
A 100 pi de DMF anhydre contenant 5,1 pfnol de 
6-k4to-P6F^^ et on laisse rdagir pendant 18 heu- 
res k ZZ^C h I'obscuriti^ ce qui conduit i la 
formation de I'ester actif de La d^kito-PGF^^ 
selon le schema riactionnel suivant : 



15 



20 



25 




b) - Couplage de la 6-k#to-P6F^^^ I'enzyme. 

On ajoute 2 pl de la solution d'ester actif 
30 dans le DMF dilue 50 fois obtenu dans I'etape 

a), (soit environ 10 nmoL dVester actif) a 
500 pi de tampon borate 0,1 M, (pH 9) contenant 
250 pg d • acety I c ho I i nest erase . On laisse la 
reaction se derouler pendant une heure h +A**C et 
35 on neutralise I'exc^s d'ester par addition 
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dM ml de tampon phosphate 0^1 n, NaCL 0^4 
aclde 6thy L6nc-diaminet«traac*t1que 10*^ M et 
BSA 0,5X. On obtient ainsi le couplage de I'en- 
zyme selon le schema r^actionnel : 



15 




20 On purifie ensuite les composes correspon- 

dent aux diff^rentes formes de L'enzyme par fil- 
tration sur gel^ en suivant la mithode d^crite 
dans I'exemple 1, 
EXEMPLES 3^ A et 5 : 
25 On precede comme dans I'exemple 2 pour pre- 

parer le PSV^-no, le thromboxane B2 et la triiodothy- 
ronine marques par L • acety Icholinest^rase d'Electro- 
phorus Electricus en utili$ant les meroes voies de 
synthase. 

30 EXEMPLE 6 s 

Preparation d'un traceur enzymatique pour 
le dosage immuno-enzymat ique des leukot r i enes . On 
citera Mexemple du Leukotri^ne C^. 

Le leukotri^ne CLTC^) correspond ^ la 

35 formule suivante : 
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On realise le compost en deux Stapes qui 

10 consistent respect ivement h former un derive actif du 
LTC^ et i coupler ensuite ce derive avec I'enzyme. 
a) - Preparation du d4riv4 actif du LTC^ 

A 100 pi de tampon phosphate contenant 
50 pg de LTC^ (0^1 M ; pH 7,4) sont ajout^s 60 pi de 

15 methanol contenant 200 pg de DFDB (di f luorodi ni t ro- 
benz^ne). On laisse la reaction se poursuivre pendant 
30 minutes k 22^Cm On #vapore le methanol sous vide 
et on extrait l*exc#s de DFDB par 3x0,5 ml d'ether. 
L'exces d'^ther est #vapor4 sous azote. 

20 b) - Couplage du LTC^ a I'enzyme 

On ajoute 60 pi du reactif precederoment ob- 
tenu a 250 pi de tampon borate C0,1« ; pH 9) conte- 
nant environ 100 pg d'enzyme. Apres 4 heures de reac- 
tion a 22^C, on ajoute 200 pi de tampon phosphate, 

25 BSA pr^cedemment decrit. La purification des produits 
de couplage est effectu^e suivant la m#thode decrite 
dans l*exemple 1 utilisant la filtration sur gel A15m 

(Biorad). 
EXEMPLE 7 

30 Preparation d'un traceur enzymatique pour 

le dosage de IgE humaine en utilisant un anticorps 
anti-IgE humaine marque h I • ac^ty Icho li ne'st^rase par 
I Mnterm^diai re du syst^me avi dine-bi ot i ne • 

Le principe du couplage repose sur l*inter- 

35 action trds forte qui existe entre I'avidine qui est 
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une protiine extralte du blanc d*oeuf et la blotlne 
qui est. une vltamine. L'avldine a la proprl^til de 
pouvoir fixer plusleurs molecules de biotlne et peut 
done servlr de Hen entre deux molecules sur Lesquel*- 
les on aura fix4 au pr^alable de la blotine. 

La biotine correspond a la formule sulvan- 




COOK 



Pour marquer de fapon covalente I'anti- 
corps et I'enzyrae par La blotine on utilise un ester 
actif de la moldcule^ il peut s'agir par exerople d"un 
ester du N*hydroxysucci niniide prepare dans des condi- 
tions similaires h celles d^crites dans I'exemple 3. 
La reaction de I'ester avec I'anticorps et I'enzyme 
est aussi obtenue de la neme facon que dans I'exem* 
pie 2. 

Le coupLage entre i'anticorps et I'enzyme 
est effectu4 au moment du dosage de la fapon suivan- 
te : 

- L'anticorps anti-IgE marqu4 h la biotine est mis h 
r^agir avec des IgE humaines pr^alablement immobi* 
lis§es sur un support solide par I ' interm^diai re 
d*un autre anticorps anti-IgE non marque. 

- Apres reaction et elimination de I'exces d'anti- 
corps marqu4 qui n'a pas r#agi , on ajoute un exc^s 
d'avidine qui se fixe sur I'anticorps marqu^ S la 
biotine. 

- Aprfes Elimination de I'exc^s d'avidine qui n'a pas 
reagi, on ajoute I ' a c§t y I cho I i nest 4 rase marquee 
par la biotine qui se fixe sur les molecules d'avi- 
dine liees a I'anticorps maraue realisant ainsi le 
couplage entre I'anticorps et I'enzyrae. 
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EXEHPLE 8 

Cet exemple illustre I • ut i I i sat i on du com- 
pos* obtenu dans I'exemple A pour Le dosage enzymo- 
Imfflunologi que du thromboxane (TXBj^* 

Pour cet essai^ on utilise le TXBg marqu6 
avec Les formes Ag-A^^ de I • ac#ty I choli nest^rase 
d' Elect rophorus Electricus, un premier anticorps 
constitu* par de I'antis^rum de lapin anti-TXBj et un 
deuxi^me anticorps constitu* par de I'anti-serum de 
pore anti-Y-globuline de Lapin. Ce dernier anticorps 
est immobilis* sur une phase solide. 

Pour effectuer I'essai immunologique^ on 
proc^de de la facon suivante : 

a) - preparation du deuxidme anticorps immobilise 
Dans chaque puits d*une plaque de microti- 

tration "ImmunoNune" 96 F est ajout* 300 ^1 d'une so- 
lution d*anti-IgG de lapin purifie par chromatogra- 
phic d'affinit* (10 pg/ml) contenant du glutaral- 
dehyde a 2% dans du tampon phosphate (10*^ M, 
pH 7, A). Apr^s 12 heures d'incubation a 22'C^ on ell- 
mine la solution dans chaque puits et on ajoute 
300 pL du tampon phosphate B5A (prec4demment decrit). 

b) - reaction enzymo-immunologique* 

Le contenu de chaque puits est elimine et 
25 on ajoute dans chaque puits 50 pL d'une solution du 
traceur enzymatique, 50 pi d'une solution d'anti- 
corps anti TXBp et 50 pi de- di f f ^r ent es concentrations 
de TXBg ou 50 pi de I ' §chant i I Ion S doser. 

Apres 12 heures d'incubati on a C, le con- 
tenu de chaque puits est elimine et on ajoute 200 pL 
du substrat enzymatique (reactif d'EUman), Apres 
1 heure de reaction enzymatique a 22°C I'absorbance a 
414 nm est mesuree dans chaque puits a I 'aide du 
spect rophotometre Multiskan TITEKTEK (Flow Laborato- 
35 ries). En se r^ferant h La figure 1 (courbe 1> qui 
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lllustre la courbe d'^talonnage du dosage enzywo-lm- 
ffiunologique du TXBg utUisant le compost de I'exemple 
4 comroe marqueur, on peut determiner la concentration 

en TXBg de I • *chant i I Ion . 

Sur cette figure^ on a porti§ en abscisse la 
dose (pg/puits) de TXB^ et en ordonn4e le rapport 
B/Bo Cen %) dans lequel B repr^sente I'activit* enzy- 
matique I14e aux anticorps en presence! de TXB^ et Bo 
repr^sente l'activit§ enzymatique li§e aux anticorps 
en l*absence de TXBg. Les valeurs de liaison non sp6- 
cifiques ont et6 soustraites et repr§sentent moins de 
5% de I'activite totale. 
EXEMPLE 9 

Cet example illustre I • ut i lisation du com- 
post obtenu dans I'exemple 2 pour le dosage enzyrao- 
iramunologique du 6-keto-PGF^^ . Le protocole experi- 
mental est identique i celui tiecrit pour le throm- 
boxane dans I'exemple 8. La courbe d'etalonnage se 
rapportant & ce dosage est representee sur la figure 
1 ( courbe 2) . 
EXEMPLE 10 

Cet exemple illustre I • ut i I i sat i on du com- 
pose obtenu dans I'exemple 3 pour le dosage enzymoim- 
munologique de la PGD^-MO. Le protocole experimental 
est identique a celui decrit dans I'exemple 8. La 
courbe d'etalonnage se rapportant a ce dosage est re- 
presentee sur la figure 1 (courbe 3). 
EXEMPLE 11 

Cet exemple i L lustre I 'uti li sation du com- 
pose obtenu dans I'exemple 5 pour le dosage enzymo- 
immunologique de la triiodothyronine (Tj). Le proto- 
cole experimental est identique h celui decrit dans 
I'exemple 8. La courbe d'etalonnage se rapportant h 
ce dosage est representee sur la figure 2. 
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REVENDICATIOWS 

1. Compost constitu^ par une molecule chol-^ 
sie parroi les antigenes^ les hapt6nes et les anti- 
corps^ Mee par une liaison de covalence ou une liai- 

5 son reversible k une enzyme^ caract^ris^ en ce que 

I ' enzyme est I'ac^tylcholinest^rase d'Electrophorus 
E lect ri cus • 

2. Compost selon la revendi cat i on 1^ ca- 
r8Ct4ris4 en ce que le compost est un melange de com- 

10 pos4s coroportant I 'acetylcholinesterase sous les 
formes moieculaires Ag, ^^2^ agr^gats. 

3. Compose selon l*une quelconque des re- 
vendications 1 et 2, caracterise en ce que La molecu- 
le est une prost ag landine^ un thromboxane ou un leu- 

15 kotriene. 

A. Compose selon La revendi cat i on 3, ca- 
racterise en ce que la prostag landi ne est la 
6-keto-P6F^^ oula PGDg-HO. 

5. Compose selon la revendi cat i on 3, ca- 
20 racterise en ce que le thromboxane est le thromboxa- 
ne Bp* 

6. Compose selon La re vend i cat i on 3^ ca- 
racterise en ce que Le leukotriene est Le leukot.rie- 
ne C^. 

25 7, Compose selon L"une quelconque des re- 

vendications 1 et 2, caracterise en ce que La molecu- 
le est La triiodothyronine ^'^-^^ • 

8. Cofnpose selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 et 2^ caracterise en ce que la molecu- 

30 Le est un anticorps anti-IgE humaine • 

9. Compose selon L'une quelconque des re- 
vendicatioiis 1 et 2, caracterise en ce que La molecu- 
le est un anticorps monoclonal. 

10. Compose selon I'une quelconque des re- 
35 vendications 1 et 2, caracterise en ce que La moLecu- 

Le est La substance P. 
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11. Froc^di de preparation d'un compoti 
selon l*une quelconque des revendl cat Ions 1 i 10, ca- 
ract*r1s6 en ce que I'on fait riagir la molecule 
choisie parmi les antigfenes^ les hapt^nes et les an- 

5 ticprps avec I 'ac6ty IchoHnestirase d* E lect rophorus 
ELectrlcus. 

12. Proc§d6 de preparation d'un compost 
selon la revendi cation 10, caract6rise en ce que I'on 
prepare un derive de La substance P par reaction de 

10 celLe-ci avec un ester actif de I'acide pa raami nophe- 

nylacetique et en ce que I'on fait r^agir Le dSriv* 
ainsi obtenu avec L 'acetylcholinesterase d'Electro- 
phorus ELectrlcus. 

13. Precede de preparation d'un compose se- 
15 Ion I'une quelconque des revendi cat i ons 3 6 5 et 7, 

caracterise en ce que I'on prepare un ester actif de 
la prostaglandine, du thromboxane ou de La triiodo- 
thyronine et en ce que L'on fait reagir L'ester ac- 
tif ainsi obtenu avec L 'acetylcholinesterase d'Elec- 

20 . trophorus ELectri cus. 

' . 14. Procede selon La revendi cat i on 13, ca- 

racterise en ce que l*on prepare I'ester actif de la 
prostaglandine par reaction de ceUe-ci avec du N-hy- 
droxysuccinimide. 

25 15. Procede de dosage enzymoi mmunologique 

d'une molecule choisie parmi les antig^nes, les hap- 
tenes et les anticorps, caracterise en ce que I'on 
utilise corome traceur un compose selon I'une quelcon- 
que des revendi cations 1 k 10. 
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